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1Abstrakt
Formålet med projektet er at undersøge alkohols indvirkning på brudstyrken (lysis ten-
sion) af DMPC-vesikler. Ved at ekstrudere multilamellare vesikler opnår vi en monodis-
pers opløsning af unilamellere vesikler. Ved at variere mængden af alkohol i membranen
forventer vi en ændring af brudstyrken. En model for ekstruderingsprocessen foreslår,
at denne ændring vil give anledning til en ændret størrelse af de ekstruderede vesikler.
Vi måler den hydrodynamiske radius af vesiklerne med dynamisk lysspredning. Da vi
har haft eksperimentelle problemer med systematiske fejl og usikkerheder, er vi ud fra
vores resultater ikke i stand til at sige noget generelt om alkohols betydning for brud-
styrken. Vi er derfor ikke i stand til at eftervise den foreslåede model. Vi diskuterer,
på baggrund af vores eksperimentelle vanskeligheder, fejlkilder og usikkerheder med det
formål at videregive erfaringer om forsøg med dynamisk lysspredning.
Abstract
The purpose of this projekt is to examine the effects of alcohol on the lysis tension of
DMPC vesicles. By extruding multilamellar vesicles, we obtain a monodisperse solution
of unilamellar vesicles. By varying the amount of alcohol in the membrane we expect a
change in the lysis tension. A model of the extrusion process suggest that this change in
lysis tension will affect the size of the extruded vesicles. We measure the hydrodynamic
radius of the vesicles by dynamic light scattering. Our results are inconclusive and
we suspect systematic errors in the experiment. We are not able to draw conclusions
about the proposed model. Based on difficulties in the experiment, we discuss sources
of errors and uncertainties, in an attempt to pass on our experiences with dynamic light
scattering experiments.
2
Indhold
1 Indledning 5
1.1 Model af ekstruderingsprocessen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
1.2 Opbygning af projektet . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
2 Teori 7
2.1 Phospholipider og vesikler . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
Navngivning . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
Miceller og vesikler . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
Lysis tension . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
2.2 Model af ekstruderingsprocessen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
2.3 Dynamisk Lysspredning . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
Introduktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
Autokorrelationsfunktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
Stokes-Einstein Relation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
2.4 Laser og Optik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
Laser . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
Nd:YAG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
Polarisering . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
Half-Wave Plate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
Polarizing Beam Splitter Cube . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
Photomultiplier . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
Autokorrelator . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
3 Eksperimentelt 21
3.1 Prøvepreperæring . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
Partitionering af alkohol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
Silica Nanospheres . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
3.2 Måling af vesikelstørrelser . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
Procedure . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
4 Resultater 27
4.1 Databehandling . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
4.2 Resultater for vesikelstørrelser . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
5 Diskussion 33
5.1 Diskussion af resultater . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
5.2 Diskussion af fejlkilder og overordnede problemer i forsøgsdesignet . . . 34
Partitionering af alkohol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
3
4 Indhold
Multilamellaritet - centrifugering - freeze/thaw . . . . . . . . . . . . . . 35
Forsøgsopstilling og målinger . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
6 Perspektivering 39
6.1 Dynamisk Lysspredning . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
6.2 Prøvepræperering . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
6.3 Generelle oplevelser med eksperimentet . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
7 Konklusion 41
Referencer 43
1 Indledning
Vesikler er kugleformede bilagsmembraner, der har et vandigt miljø indvendigt og ud-
vendigt. Vesikler er meget vigtige i biologiske celler, og har også fundet stor anvendelse i
laboratoriet, hvor de bliver benyttet som membranmodeller og som nanoskala-beholdere
[23]. De bliver ligeledes benyttet i medicinalindustrien til at transportere medicin rundt
i kroppen. Vesikler fremstilles ved flere metoder bl.a. ”reverse-phase evaporation”, de-
tergent dialysis og ekstrudering [27]. I denne rapport kigger vi på fremstillingen af
unilamellare vesikler (ULV) gennem ekstrudering. Ekstrudering er en hurtig måde at
fremstille relativt ensartede ULV uden brug af detergenter eller andre kontaminanter
[9]. Ensartede vesikler er ønsket i medicinalindustrien, da medicinens levetid i vesiklen
afhænger af vesiklens størrelse [13].
Selvom ekstrudering er en alment benyttet metode, er den præcise mekanisme bag
processen ikke fuldt forstået. Under ekstruderingen presses en polydispers opløsning af
relativt store (radius ca. 1µm [9]) multilamellare vesikler (MLV) gennem et filter med
porestørrelse af størrelsesordenen 100 nm ved hjælp af en drivgas. Ekstruderingsproces-
sen er interessant at undersøge, da en bedre forståelse af mekanismen bag konverteringen
af polydispers MLV til relativ monodispers ULV ville øge kontrollen med vesiklernes
størrelse og øge deres reproducerbarhed [5].
Der er indsamlet en del eksperimentel viden om ekstruderingsprocessen de senere
år. Det er blevet vist, at multilamellariteten og gennemsnitsstørrelsen af vesiklerne
afhænger af antal gennempresninger gennem det benyttede filter, samt at størrelsen
afhænger af filterets porestørrelse [8] [7]. Det er senere blevet vist, at vesiklernes størrelse
afhænger af egenskaberne af de lipider, de er opbygget af [21], samt trykket under
ekstruderingen [12]. Hunter og Frisken [9] fandt, at der er et minimumstryk under
hvilket, vesiklerne ikke kunne presses gennem filteret. Dette minimunstryk blev påvist
at hænge sammen med vesiklernes ”lysis tension” – den spænding, der skal til for at
bryde membranen. Frisken et al. [5] viste, at vesikelstørrelsen afhænger af tryk og ikke
den trykinducerede ”flow-rate” gennem filteret.
1.1 Model af ekstruderingsprocessen
En tidligere fremsat model for vesikeldannelsen antog, at vesiklerne brydes op i mindre
dele på vej gennem og/eller i slutningen af poren i filteret [3]. En konsekvens af denne
model er dog, at vesiklernes størrelse skulle afhænge af den inducerede "flow-rate". Da
Frisken et al. [5] som nævnt beskriver, at dette ikke gælder, foreslås der i stedet en
anden model. Denne model antager, at vesiklerne brydes op ved indgangen til porene i
filteret, hvilket skyldes, at trykket inducerer en overfladespænding, der til sidst oversti-
ger membranernes lysis tension [24]. Vesiklernes størrelse efter ekstrudering afhænger
ifølge modellen af porestørrelse på filtrene (Rp), trykket (P ) og membranernes lysis
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tension (γl) således [24]:
Rves ∼
√
γlRp
2P
Modellen forudsiger altså, at vesikelstørrelsen falder med stigende tryk, men stiger med
porestørrelse og lysis tension.
Vi har i dette projekt ekstruderet vesikler af DMPC ved fast tryk, og vi kan derfor
undersøge effekten af at ændre membranernes lysis tension ved at tilsætte n-alkoholen
hexanol til vesiklerne. Da vi har en formodning om, at alkohol ændrer lysis tension i
membranerne (se afsnit 2.1), vil vesikler, der er blevet tilsat alkohol inden ekstrudering
have en anden størrelse, end vesikler uden alkohol. Vi vil også undersøge, hvordan det
påvirker vesiklernes størrelse at få tilsat alkohol efter ekstrudering. Modellen fortæller
ikke noget om, hvordan ændret lysis tension påvirker membranerne efter ekstrude-
ringen. Det har været undersøgt, hvordan n-alkoholer påvirker vesikelmembranernes
tykkelse efter ekstrudering [26], men ikke deres størrelse. Vi benytter dynamisk lys-
spreding (DLS), til at måle diffusionskonstanter for vesikelopløsningerne. Disse kan via
Stokes-Einstein-ligningen omregnes til en hydrodynamisk radius af de antagede sfæriske
vesikler.
Projektet er, udover de konkrete undersøgelser, tænkt som en inspiration til fremti-
dige undersøgelser af vesiklers egenskaber, samt en introduktion til at arbejde eksperi-
mentelt med DLS. Teoriafsnittene om disse vil defor ikke være så relevante at læse, for
den læser, der har kendskab til disse emner. Der vil sidst i rapporten være et afsnit, der
reflekterer over projektets forløb og vores erfaringer med det eksperimentelle arbejde.
Dette er mest henvendt til studerende, der fremover vil forsøge sig med eksperimentelle
DLS undersøgelser på RUC eller andre steder.
1.2 Opbygning af projektet
I kapitel 2 præsenterer vi relevant teori for projektet. Der gives en generel introduktion
til phosolipider og vesikler med henblik på at give læseren en overordnet idé om hvad
det er vi måler på i eksperimentet og hvilke egenskaber de har. Ligeledes gennemgår vi
en model for ekstruderingsprocessen med henblik på at uddbyde den problemstilling vi
undersøger i projektet.
Efterfølgende gennemgås overordnet teori for dynamisk lysspredning, med fokus på
de elementer vi direkte bruger i databehandlingen og forsøget. For at give læseren en
forståelse af eksperimentet gennemgår vi i afsnit 2.4 de forskellige elementer i opstillin-
gen.
Kapitel 3 skitserer den prakiske del af projektet ved at forklare de metoder og over-
vejelser vi har gjort os i det eksperimentelle arbejde. Kapitlet er skrevet i tilstrækkelig
detalje, så det kan bruges som en brugervejledning til opfølgende eksperimenter.
I kapitel 4 opremser vi vores resultater mens kapitel 5 prøver at fortolke disse resul-
tater. I kapitel 6 gennemgår vi de udfordringer der har været undervejs med henblik på
at give erfaringerne videre til andre som giver sig i kast med denne type eksperimenter.
2 Teori
2.1 Phospholipider og vesikler
Phospholipider er amfifile molekyler, hvis polære hovedgruppe (hoved) indeholder den
negativt ladede phosphatgruppe. Hovedgruppen indeholder også ofte andre polære grup-
per. Den upolære del af phospholipidet, kaldet halen, består af fedtsyrekæder. På figur
2.1 ses strukturen af phospholipidet phosphatidylcholin (PC). Dette molekyle har ud-
over phosphatgruppen også en positivt ladet cholingruppe i hoveddelen. De phospho-
lipider der som PC har både en negativt og en positivt ladet gruppe i hovedgruppen
er såkaldte zwitterioner. Hovedgruppen er overordnet set elektrisk neutralt, men den
positive og negative ladning giver alligevel molekylet visse elektriske egenskaber.
Phospholipider er centrale molekyler i biologien, da de er hovedbestanddelen i cel-
lemembraner. Membraner dannes, når phospholipiderne er i vandig opløsning, ved, at
de hydrofobe haler bliver frastødt af vandet og derfor vender sig mod hinanden. På
denne måde vender de hydrofile hoveder også ud mod det omkringliggende vand. En
sådan bilagsmembran ses på figur 2.2. En bilagsmembran af phospholipider har, alt
efter opbygning og størrelse, nogle karakteristiske egenskaber, bl.a. en slags faseover-
gangstemperatur, hvor membranen går fra en mere ordnet krystallinsk struktur til en
mere flydende krystallinsk struktur.
Navngivning
Phospholipiderne navngives efter, hvad deres upolære og polære dele består af. Den før-
ste del af navnet fortæller, hvilke fedtsyrer der udgør den upolære del, mens den anden
del fortæller hvilken polær gruppe, der udgør den polære del. Eksempelvis består DMPC
(di-myristoyl-phosphatidyl-cholin) i den upolære del af to (di) myristoyl-grupper, mens
den polære del udgøres af den negative phosphatidyl-gruppe og den positive cholin-
gruppe. Der kan være en sidste del i navnet, som fortæller om en eventuel positiv
ion, der binder til den negative phosphattidyl-gruppe, og som dermed gør molekylet
Figur 2.1 Strukturtegning af phospholipidet phosphatidylcholin. Opbygningen med et polært
hoved og en upolær hale ses tydeligt. Figur modificeret fra [15]
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Figur 2.2 Principskitse af en bilagsmembran. Udenom membranen forestilles et vandigt miljø.
Figur modificeret fra [28]
Figur 2.3 Skitser af en micelle og et liposom (vesikel). Figur modificeret fra [2]
til et salt. Eksempelvis er DLPS-NA natriumsaltet af phospholipidet DLPS(di-lauroyl-
phosphatidyl-serin).
Miceller og vesikler
Phospholipider i vandig opløsning kan arrangere sig anderledes end den bilagsmembran,
der ses på figur 2.2. Hvis alle halerne vender mod hinanden i en kugleform, og der således
ikke er vand på begge sider af membranen, er der tale om miceller. Hvis membranen
danner en kugle med vandigt miljø indeni og udenpå, kalder man det vesikler (også
kaldet liposomer). Se figur 2.3. Unilamellare vesikler (ULV) er vesikler, der består af et
lag af membran, mens multilamellare vesikler (MLV), som navnet antyder, er vesikler
med flere lag af kugleformede membraner udenom hinanden, således at der indefra
ud er skiftevis vand og membran (se figur 2.4). Dannelsen af MLV sker spontant, når
lipidpulver tilsættes vand (se kapitel 3).
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Figur 2.4 tværsnit af mulilamellar vesikel. De lysegule områder er de hydrofile hoveder og
de brune områder, der vender mod hinanden er halerne. Mellem lagene af menbraner er der
vand, markeret med orange. Figur fra [20]
Lysis tension
En membrans lysis tension er den brudstyrke membranen har. Brudstyrken afhænger af
membranens sammensætning, og hastigheden af kraftpåvirkningen på den [4]. Forskel-
lige membraner reagerer forskelligt på tilsætning af fremmede komponenter. Kolesterol,
der har stor biologisk betydning, har været tilsat membraner af flere forskellige slags
phopholipider. Det har vist sig, at kolesterol hæver brudstyrken af phospholipider som
POPC, SOPC og DAPC [22][24], mens det giver anledning til en lavere brudstyrke i
DOPC [29].
I denne rapport arbejder vi med alkoholen hexanols indvirken på lysis tension. Det
er vist, at kortere alkoholer (≤ butanol) nedsætter lysis tension i SOPC membraner med
op mod 50 % [16]. Det menes, at alkoholen placerer sig mellem lipiderne, og på den
måde øger afstanden mellem dem og nedsætter brudstyrken i membranen. Alkoholernes
evne til at nedsætte lysis tension i SOPC steg med længden af alkoholerne. Vi kunne
derfor forvente, at hexanol vil have en stor effekt på lysis tension til trods for, at vi
benytter os af phospholipidet DMPC. Ly og Longo[16] har dog ikke undersøgt dette og
nævner, at deres konklusioner gælder korte alkoholer.
2.2 Model af ekstruderingsprocessen
Dette afsnit har til formål at beskrive modellen af Patty og Frisken [24] nærmere. Denne
model er baggrund for vores forsøg, og det er derfor vigtigt at kende bagrunden for den.
Modellen bygger på resultater fra Frisken et al. [5], der viste, at den endelige vesikel-
størrelse efter ekstrudering ikke afhænger af den inducerede flow-rate, men af trykket.
På baggrund af dette opstilles en model for, hvordan vesiklerne brydes op under ekstru-
deringen. Det har tidligere været foreslået, at vesiklerne gik i stykker under gennemløbet
i porene [3]. Denne model bygger dog på, at vesikelstørrelserne afhænger af den indu-
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cerede "flow-rate". Patty og Frisken [24] foreslår en model, hvor store vesikler blokerer
poreindgangen og går i stykker på grund af trykket. Denne model er skitseret i figur 2.5.
Trykforskellen deformerer vesiklerne, da en del af dem bliver presset gennem porene,
og trykforskellen skaber en overfladespænding, som giver en kraft, der er givet ved:
Fγ = 2piRpγ
Her er Rp porens radius og γ er overfladespændingen. Denne kraft bliver udlignet af
kraftpåvirkningen fra trykforskellen mellem den ene og anden side af den deformerede
membran. Denne kraft er givet ved:
Fp = 4piR2vesP
Her er P trykforskellen og Rves er vesiklernes endelige radius. Når den trykinducerede
overfladespænding γ overstiger membranens lysis tension γl vil membranen briste, og
der vil dannes mindre vesikler. Kombineres de to ligninger opnås et udtryk for vesikel-
størrelsen:
Rves ∼
√
γlRp
2P
Modellen er ikke nøjagtig nok til at give en numerisk faktor for sammenhængen, og den
gælder heller ikke ved meget højt tryk, da modellen forudser, at vesikelstørrelsen vil gå
mod nul ved højt tryk. Flere forsøg har vist at vesikelstørrelsen går mod porestørrelsen
ved højt tryk [24] [5] [9]. Modellen forudser resultater, der er i overenstemmelse med
eksperimentelle data for flere forskellige porestørrelser, ekstruderingstryk og membraner
med forskellige brudstyrker.
Da vi undersøger alkohols effekt på størrelsen af ULV, og vi antager, at alkohol
mindsker lysis tension i membranen, forudsiger modellen, at vesikelstørrelsen skal falde
med koncentrationen af alkohol i membranen. Den giver dog ikke noget numerisk for-
hold, ligesom antagelsen om sammenhæng mellem alkohol og lysis tension er baseret på
resultater fra Ly og Longo [16].
2.3 Dynamisk Lysspredning
Dette afsnit har til formål at skitsere den teori, der ligger til baggrund for vores eksperi-
menter med dynamisk lysspredning (DLS). Vi vil undlade mange af detaljerne i teorien
og fokusere på en forklaring af de mekanismer, der gør os i stand til at bruge DLS til
eksperimentalt arbejde. Endvidere vil vi undervejs diskutere, hvorfor DLS egner sig til
netop vores målinger.
Introduktion
Når lys rammer et materiale, vil det påvirke materialet med et oscillerende (afhængigt
af polarisering) elektrisk felt. Dette elektriske felt accelererer ladningerne i materialet
som så udstråler elektromagnetisk stråling i form af lys. DLS har til formål at finde
egenskaber ved et system ud fra målinger af denne type spredt lys.
I vores tilfælde ser vi på et system, der består af vesikler i en vandig opløsning. Vesik-
lerne vil bevæge sig rundt i opløsningen på grund af termiske fluktuationer. Det spredte
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Figur 2.5 Skematisk oversigt over ekstruderingsprocessen i den foreslåede model af Patty og
Frisken [24].
lys vil afspejle disse fluktuationer. Da intensiteten af lys er propertionelt med kvadratet
på det elektriske felt, kan vi opsamle data ved at observere, hvordan intensiteten af det
spredte lys udvikler sig over tid.
Helt præcist vil denne intensitetshistorik afspejle summen (superpositionen) af det
lys, der bliver spredt fra det oplyste volumen i prøven. Da de termiske fluktuationer er
meget uregelmæssige, vil vi få et støjmønster, som ikke umiddelbart giver os information
om egenskaber ved systemet. Det er derfor nødvendigt at kigge på autokorrelationsfunk-
tionen.
Autokorrelationsfunktion
En autokorrelationsfunktion giver information, om hvor godt en funktion er korreleret
med sig selv. Den er givet ved [1, side 13]
〈A(0)A(τ)〉 = lim
T→∞
1
T
∫ T
0
dtA(t)A(t+ τ),
hvor A(t) er en stationær egenskab ved vores system, der fluktuerer over tid. Da vi
undersøger vesiklers diffusionskonstant, har vi at gøre med en egenskab, der fluktuerer
på en tidsskala omkring 10−6s. Man kan derfor overbevise sig om, at A(t) ikke vil ændre
sig betydeligt på denne tidsskala. Ligeledes vil vi til længere tider (i vores tilfælde ca.
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10−3s) opleve, at A(t) har ændret sig betydeligt og derfor ikke er korreleret med sig
selv.
Autokorrelationsfunktionen afspejler dette og er derfor en aftagende funktion. Te-
orien bag DLS består i høj grad af at undersøge, hvordan disse funktioner aftager. I
vores tilfælde med en monodispers opløsning af ULV, viser det sig at være en ekspo-
nentialfunktion på følgende form [1, side 49]:
I2(t) = A+B exp(−2t/τ), (2.1)
hvor I2(t) er autokorrelationsfunktionen af intensiteten af lyset til tiden t mens A, B
og τ er parametre vi skal fitte til. Ved at fitte data fra eksperimentet til denne funktion
kan vi finde den karakteristiske tid τ og ud fra denne finde diffusionskonstanten D af
vores partikler [6]:
τ = 1
Dq2
,
hvor q er en vektor der er defineret som forskellen på den indfaldende og den spredte
bølgevektor [1, side 26]. q er givet ved
q = 4pin
λ0
sin
(
θ
2
)
.
hvor n er brydningsindekset af opløsningen, θ er spredningsvinklen, og λ0 er bølgelæng-
den af laseren. Da vi nu entydigt kan bestemme diffusionskonstanten af vores partikler
kan vi ved hjælp af stokes-einstein relationen bestemme den hydrodynamiske radius
Rh.
Stokes-Einstein Relation
Som navnet på ligningen antyder, består den af to dele. Einstein viste, at diffusionskon-
stanten D for partikler der bevæger sig uafhængigt af hinanden er givet ved følgende
ligning.
D = kbT · 1
f
Her er f et udtryk for den friktion en partikel i bevægelse oplever. Ligningen er under
den antagelse, at partiklerne i bevægelse har samme kinetiske energi som partikler på
gasform har ved samme temperatur. For sfæriske partikler af radius Rh i et medium
med viskositeten η gælder Stokes-relationen: g
f = 6piRhη.
Sammensætning af disse to ligninger giver:
D = kbT · 16piRhη =
kbT
6piηRh
.
Den radius Rh der indgår, er som nævnt radius af en helt sfærisk partikel. Da vi måler på
phospholipidvesikler i vandig opløsning, er der ikke tale om sfæriske partikler. Vesiklerne
har ikke nogen endelig fast form, men er dynamiske og bøjelige. Det vi bestemmer ved
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DLS er derfor den hydrodynamiske radius af visiklerne. Den hydrodynamiske radius er
defineret som radiussen af en hypotetisk sfærisk partikel, der diffunderer med samme
hastighed som den undersøgte partikel. Den hydrodynamiske radius er således et udtryk
for den undersøgte partikels effektive radius i opløsningen – deraf navnet hydrodynamisk
radius.
2.4 Laser og Optik
Formålet med dette afsnit er at give en introduktion til de begreber og teorier, der er
nødvendige for at forstå detaljerne i forsøgsopstillingen med DLS. Vi giver en overordnet
gennemgang af de forskellige elementer, så det er nemt at danne sig et overblik over
beamets bevægelse igennem opstillingen. Vi forsøger at gennemgå teorien uden større
krav til baggrundsviden i kvante- og elektrodynamik, men det er en fordel at læseren
har kendskab til bølgebevægelser samt emission og absorption af fotoner.
Laser
For at kunne lave eksperimenter med dynamisk lysspredning er det nødvendigt, at
vi har en lyskilde med en række specifikke egenskaber. De optimale forudsætninger for
eksperimentet er et retningsbestemt beam der er kohærent og monokromatisk. To bølger
siges at være kohærente, hvis de har konstant relativ fase. For lys betyder kohærens,
at lyset er polariseret (se afsnit 2.4), og har netop én frekvens. Monokromatisk lys har
netop én bølgelængde. En laser har disse egenskaber og er derfor nødvendig for at kunne
udføre eksperimentet.
Order LASER kommer af Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation.
En laser er konstrueret ved, at man har et medie, hvor man eksiterer atomerne til
en metastabil tilstand, som tillader, at man kan få en masse energi ind i, mediet før
atomerne spontant emmiterer. Det kræver derfor, at man vælger et medie, Så man har
atomer med et energiniveau, hvor spontan emission sker på en længere tidsskala, samt
at man har en process, der får dem i den ønskede metastabile tilstand. Denne process
kaldes at pumpe en laser og består typisk i at belyse mediet med bestemte bølgelængder,
som eksiterer atomerne til de ønskede energiniveauer. Det er defor vigtigt, at man vælger
både mediet og pumpeprocessen omhyggeligt.
Resultatet af den metastabile tilstand er, at man kan opnå en kædereaktion af sti-
mulerede emissioner. Hvis man forestiller sig ét enkelt foton, der udsendes spontant i
mediet, vil dette foton ramme et eksiteret atom og på den måde medføre stimuleret
emission, så vi nu har en superposition af de to bølger med samme retning, fase og
frekvens. Denne process gentages så vi opnår 4, 8, 16... etc. bølger som skitseret i figur
2.6. Vi opnår derfor et kohærent og monokromatisk beam, hvilket var vores oprinde-
lige krav. Denne process kaldes Stimulated Emission of Radiation, eller SER delen af
LASER.
For at undgå at pumpeprocessen i sig selv medfører stimuleret emmission, vil den
metastabile tilstand ligge mellem grundtilstanden og det niveau, man pumper mediet
til. Spontan emmission vil derefter sørge for at få mediet i den ønskede tilstand. Typiske
lasere anvender derfor enten 3 eller 4 energiniveauer og kaldes tilsvarende for 3-level
eller 4-level laser. Energiniveauer og overgange for en 3-level laser er skitseret i figur
2.7, og ligeledes for en 4-level laser i figur 2.8.
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Figur 2.6 Skitse af stimuleret emmision i en laser.
Figur 2.7 Skitse af energiniveauer og overgange i en 3-level laser. P angiver den energi,
vi pumper ind i systemet for at komme til energiniveauet E2, R er spontan emmision fra
E2 til den metastabile tilstand E1. L er overgangen fra den metastabile tilstand E1 til
grundtilstanden E0
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Figur 2.8 Skitse af energiniveauer og overgange i en 4-level laser. P angiver den energi, vi
pumper ind i systemet for at komme til energiniveauet E3. R1 er spontan emission fra E3 til
den metastabile tilstand E2. L er overgangen fra den metastabile tilstand E2 til E1. R2 er
spontan emission fra E1 til grundtilstanden E0
Figur 2.9 Skitse af laserens kavitet. Det semireflekterende spejl lader noget af lyset slippe
igennem. Lyset der sendes tilbage vil fortsæt forårsage stimuleret emission langs den ønskede
akse.
Man placerer sit medie mellem to parallelle spejle, hvor det ene reflekterer 100%,
mens det andet lader noget af lyset pasere igennem. Denne opbygning kaldes kaviteten
og gør, at man kun forstærker (Light Amplification delen af LASER) lys som er vinkelret
på de to spejle, og resultatet er derfor en kraftig, retningsbestemt stråle. Kaviteten er
skitseret på Figur 2.9.
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Nd:YAG
Helt konkret bruger vi i eksperimentet en såkaldt Nd:YAG faststoflaser. Mediet be-
står af et YAG krystal (yttrium aluminum garnet, Y3Al5O12), hvori der er indlejret
neodymium-ioner, Nd+3.
En Nd:YAG laser er en 4-level laser (jævnfør figur 2.8). Fordelen ved en 4-level laser
er, at det lave niveau i den stimulerede emission ligger over grundtilstanden, hvilket
betyder at, mediet aldrig vil opleve absorbtion af selve laserlyset, og at den derfor er
mere effektiv end en typisk 3-level laser. Laserovergangen L i Nd+3 ioner udsender
fotoner med bølgelængden 1024nm. Nd:YAG laseren er pumpet med en laser diode, så
vi opnår et kontinuert beam, og den er frequency-doubled [32, side 255] for at opnå den
ønskede bølgelængde på 532nm, som er synligt grønt lys. Laserens effekt er på 500mW.
Polarisering
Dette afsnit har til formål kort at forklare, hvad polarisering af lys betyder og herudfra
skitsere de relevante elementer fra forsøgsopstillingen.
Når man opfatter lys som en bølge, er polarisering et udtryk for, hvordan lysbøl-
gernes elektriske felt vibrerer vinkelret på udbredelsesretningen. Typisk vil lys være
upolariset, og det elektriske felt vil vibrere tilfældigt, men det er muligt at manipulere
med lysbølger på forskellige måder, så man kan opnå en veldefineret polarisering.
Vi beskriver polariseringen af en lysbølge som en vektor, vinkelret på udbredelses-
retningen og som funktion af tiden, der beskriver vibrationerne af det elektriske felt.
Hvis lyset er upolariseret vil denne vektor bevæge sig tilfældigt, mens vi ved polariseret
lys er i stand til at beskrive den som en sum af horisontale og vertikale bølgebevægel-
ser. Hvis disse komponenter er i fase, siger vi, at bølgen er planpolariseret, da vektoren
der beskriver det elektriske felt udspænder et plan. Tilsvarende vil lyset være cirkulært
polariseret, hvis de to komponenter har en faseforskel på pi og elliptisk polariseret ved
andre forskydninger.
Da fotonerne i laseren følges ad, har vi et beam med planpolariseret lys. Vi kan
udnytte denne egenskab ved at sende beamet gennem materialer der er optisk anisotrope
og derfor reagerer på lyset afhængigt af polarisering. I vores opstilling anvender vi to
elementer baseret på denne effekt, en half-wave plate og en polarizing beam splitter cube.
Half-Wave Plate
En wave plate er et stykke optik skåret af et dobbeltbrydende materiale. Dette gør, at
materialet har en optisk akse, som ændrer brydningen af lyset afhængigt af polariserin-
gens vinkel til denne akse. En opstilling med en plan-polariseret lyskilde der rammer
vinkelret på materialet er skitseret i figur 2.10. Den del af lyset der er polariseret langs
den optiske akse kaldes for den ekstraordinære stråle, mens den del der går vinkelret på
kaldes for den ordinære stråle. Brydningsindekset af den ekstraordinære stråle kalder
vi ne og ligeledes no for den ordinære stråle.
Resultatet af denne forskel i brydningsindeks gør, at de horisontale og vertikale
komponenter af det plan-polariserede lys vil gennemtrænge materialet med forskellige
hastigheder. Hvis materialet har tykkelsen d, kan vi ud fra definitionen af brydningsin-
deks finde faseforskydningen mellem den ekstraordinære og ordinære stråle:
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Figur 2.10 Skitse af half-wave plate. De grønne og blå bølger er henholdsvis den horisontale
og vertikale komponent af lyset. Som lyset gennemtrænger mediet, kan man se, at disse
komponenter bliver forskudt og resulterer i en drejning af den oprindelige planpolariserede
bølge. Taget fra [18]
n = c
v
⇒ n = d
d0
⇔ d = n · d0
hvor n er brydningsindekset, c lysets hastighed i vakuum, v lysets hastighed i mediet,
d afstanden lyset bevæger sig i vakuum til tiden t og d0 afstanden lyset bevæger sig i
mediet til tiden t. Størrelsen n ·d0 kaldes for den optiske længde, og er et udtryk for det
faseskift en elektromagnetisk bølge får ved at gennemtrænge et medie med tykkelsen d0
og brydningsindeks n.
Hvis vi i vores tilfælde antager, at den ekstraordinære stråle bevæger sig hurtigst
igennem mediet, (og derfor har en lavere værdi af n) vil (n0 − ne)d være et udtryk for,
hvor meget de to stråler er forskudt.
Hvis vi, som i figur 2.10, sætter vinklen mellem den optiske akse og polariseringspla-
net til pi/4, vil den vertikale og horisontale komponent af det planpolariserede beam have
samme størrelse (sin pi/4 = cos pi/4). Ved at konstruere materialet så (n0−ne)d = λ/2 får
vi, at faseforskellen mellem de to komponenter vil være pi. Resultatet er en planpolariset
bølge med komponenterne cos θ og sin θ + pi = − sin θ. Som man kan se i Figur 2.10,
betyder dette, at vi får en bølge hvor polariseringen er drejet pi/2.
Polarizing Beam Splitter Cube
Opbygningen af en polarizing beam splitter cube er skitseret i Figur 2.11. Tilsvarende
vores half-wave plate er beamsplitteren lavet af et dobbeltbrydende materiale og består
af to sammensatte prismer. Da vi opnår forskelligt brydningsindeks afhængigt af lysets
polarisering i forhold til den optiske akse af materialet, er det muligt at splitte lyset op
i to komponenter. Disse komponenter vil netop være den ordinære og ekstraordinære
stråle som nævnt i foregående afsnit.
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Figur 2.11 Skitse af Polarizing Beamsplitter. Linjerne indikerer lys, der er polariset i papirets
plan, mens prikkerne indikerer lys polariset vinkelret på papiret. O er det ordinære beam og
E er det ekstraordinære beam.
Da de to stråler gennemtrænger mediet med forskelligt brydningsindeks, vil de også
have forskellige kritiske vinkler med hensyn til total intern refleksion. Ved at konstruere
prismerne med en vinkel θ (jævnfør figur 2.11), som ligger mellem disse to kritiske
vinkler er det muligt at reflektere den ene stråle, mens man lader den anden passere
igennem. Den anden del af prismen er til for at rette den passerende stråle op igen;
da vi ligger meget tæt på den kritiske vinkel er det klart at strålen vil forlade mediet
nærmest parallelt med prismet.
Photomultiplier
Da det spredte lys fra vores prøver er meget svagt, er det nødvendigt at anvende en
photomultiplier for at opsamle data. Princippet i en photomultiplier er, som navnet
antyder, at forstærke effekten fra enkelte fotoner, så vi kan få et signal, vi kan detektere.
Rent praktisk er den baseret på den fotoelektriske effekt og udnytter derfor, at ind-
faldende lys på et materiale vil give anledning til, at elektroner emiteres fra materialet.
Ved at påvirke disse elektroner med et elektrisk felt accelereres de ind i en metalplade
(kaldet en dynode), som så udsender flere elektroner end den absorberer - en process
kaldet sekundær emission. Ved at sætte flere af sådanne metalplader i serie er det muligt
at opnå op til 107 gange så mange elektroner, som den fotoelektriske effekt oprindeligt
forårsagede [25]. Disse elektroner udgør photomultiplierens output og er koplet til en
autokorrelator.
Autokorrelator
En autokorrelator er hardware designet til at danne autokorrelationsfunktionen (af-
snit 2.3) i real-time. Da den korteste tid vi undersøger er 10−8s, vil det kræve 60 · 108
datapunkter (da vi kører eksperimentet over 60s), hvis vi skal generere autokorrelations-
funktionen ud fra intensitetshistorikken. En autokorrelator letter denne opgave ved at
danne autokorrelationsfunktionen, mens man kører eksperimentet. Rent praktisk vir-
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ker det ved, at den har et antal kanaler, som svarer til det antal datapunkter, som
manipuleres, mens forsøget kører.
Da vi opsamler data i diskrete tidsskridt, er det praktisk at skrive autokorrelations-
funktionen (jævnfør afsnit 2.3) på en form, hvor vi omskriver integralet til en sum. Hvis
funktionen A(t) er opdelt i tidsskridt af størrelsen ∆t, kan vi opskrive autokorrelations-
funktionen som følger:
1
N
N∑
j=1
AjAj+n,
hvor t = j∆t, τ = n∆t, T = N∆T og t+ τ = (j + n)∆t.
Ud fra denne definition kan vi addere et led til summen, hver gang vi får et datapunkt
fra photomultiplieren. Denne addition sker i vores tilfælde hver 10−8s på 289 kanaler.
Det output vi får på computeren, der opsamler data, er en autokorrelationsfunktion
med 289 datapunkter samt en intensitetshistorik med en adskillelse af punkter på ca.
0.2s. Denne intensitetshistorik har ikke noget direkte formål i forhold til at udregne
autokorrelationsfunktionen, men kan give hints om problemer på længere tidsskalaer.
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3 Eksperimentelt
3.1 Prøvepreperæring
1. Til fremstillingen af MLV blev DMPC på pulverform blandet med opvarmet (ca.
50 ◦C ) milli-Q vand til en vægtprocent på cirka 4 i 8-mL glas med låg. Glas-
set blev tætnet med parafilm og stillet i en Eppendorf Thermomixer comfort,
der rystede prøven ved 350 rpm i 11/2-2 timer ved 35 ◦C (ca. 10 ◦C over fase-
overgangstemperaturen for DMPC). Den omrystede prøve skulle nu gerne være
homogen og alt lipidet være blevet opløst
2. For at gøre prøven med MLV til ULV blev prøven ekstruderet med Lipex Extruder.
Ekstruderen blev samlet som anvist i manualen [14], og et polycarbonatfilter på
100 nm i diameter (fra Northern Lipids) blev benyttet. Ekstruderen blev holdt
ved en konstant temperatur på 40 ◦C, og vi kørte prøven gennem ekstruderen 10
gange ved et tryk på 20 bar. Efter 5. og 10. gang blev der skiftet opsamlingsglas
og engangspippete.
3. Tilsætning af alkohol. Til den del af forsøget, hvor alkoholen skulle tilsættes efter
ekstrudering, blev der i et 11/2 mL eppendorf rør først afvejet alkohol og derefter
DMPC-opløsning. Der blev fremstillet prøver med 3, 5, 10 og 15 DMPC-molekyler
pr. alkoholmolekyle. Prøverne blev tætnet med parafilm og omrystet ved 850 rpm
og 50 ◦C i mindst 24 timer.
4. Ekstrudering med tilsat alkohol: Prøverne med DMPC (opløst til cirka 4 vægt-
procent i milli-Q vand) blev tilsat alkohol efter samme procedurer som i punkt 3,
her blot inden ekstrudering af prøven. Prøverne blev omrystet ved 850 rpm og 50
◦C i mindst 24 timer inden ekstrudering. Der blev tilsat alkohol svarende til 1, 3,
5 og 10 DMPC-molekyler pr. alkohol molekyle.
5. Klargøring af prøver til DLS. Prøverne med eller uden alkohol blev overført til 5
mL polystyren plastkuvetter og fortyndet 1/10 eller 1/20 med milli-Q vand. Kuvet-
terne blev lukket med parafilm. Der skulle benyttes cirka 2 mL prøve pr. kuvette
for at kunne udføre DLS målingerne.
Vi benyttede plastkuvetter til DLS, da to forskellige slags quartz-kuvetter ikke
viste sig at give bedre resultater. Til hver måleserie med DLS blev der præpereret
en eller flere opløsninger af silica nanospheres med en kendt diameter. Disse blev
brugt til at tjekke kallibreringen af DLS-opstillingen (se afsnit 3.2).
Silica nanosphere-opløsningen blev fortyndet 1/10 eller 1/20 i polystyren plastku-
vetter og tætnet med parafilm inden brug.
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Tabel 3.1 Tilsætning af alkohol efter ekstrudering
Lipid/vand vægtprocent Prøve (nlipid/nalkohol) p = NA,mem/NA,tot
4.10% 3.2 0.83
4.06% 4.98 0.83
4.06% 10.02 0.83
4.06% 15.14 0.83
Tabel 3.2 Tilsætning af alkohol inden ekstrudering
Lipid/vand vægtprocent Prøve (nlipid/nalkohol) p = NA,mem/NA,tot
4.02% 0.99 0.83
4.04% 3.01 0.83
4.04% 5 0.83
4.04% 10.06 0.83
Tabel 3.3 Prøve 1: tilsætning af alkohol efter ekstrudering
Først antagede værdi for nalkohol/nlipid Efter udregning af partitionering (nalkohol/nlipid)
0.3125 0.259375
0.200803 0.166667
0.0998 0.082834
0.06605 0.054822
Partitionering af alkohol
Da hexanol er et amphiphilt molekyle, vil der efter tilsætning være hexanol i både lipid-
og vandfasen. Andelen af hexanol i membranen vil derfor være mindre end den totale
tilsatte mængde, som var regnet ud på baggrund af et ønske om ca. hhv. 1, 3, 5, 10 og
15 mol DMPC pr. mol hexanol. Det reelle stofmængdeforhold er givet ved partitione-
ringskonstantet Kp, der er blevet bestemt eksperimetelt for flere forskellige alkoholer
og lipider [10][11][30][31]. Suurkuusk og Singh [31] fandt Kp for hexanol/DMPC til at
være 118 ved 40 ◦C, som er temperaturen, vi ekstruderer ved.
Via partitioneringskonstanten og den kendte lipid/vand vægtprocent kan andelen af
alkohol i membranen (NA,mem) regnes ud [26]:
p = NA,mem
NA,tot
= Kpw1 +Kpw
Her er w lipid/vand vægtprocenten. I tabel 3.1 og 3.2 ses de benyttede lipidopløsningers
lipid/vand vægtprocenter og de tilhørende andele af alkohol i lipidet. Det ses, at alle
værdier for p ligger på 0,83. Værdierne for de reelle mængder alkohol i lipiderne i vores
prøver ses i tabel 3.3 og 3.4.
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Tabel 3.4 Prøve 2: tilsætning af alkohol inden ekstrudering
Først antagede værdi for nalkohol/nlipid Efter udregning af partitionering (nalkohol/nlipid)
1,010101 0,838384
0,332226 0,275748
0,2 0,166
0,099404 0,082505
Figur 3.1 Skitse af eksperimentet.
Silica Nanospheres
For at undersøge om vores målinger med dynamisk lysspredning er korrekte, har vi
anvendt monodisperse silica nanospheres fra [19]. Disse nanopsheres har en diameter på
henholdsvis 101.9nm, 172.5nm og 238nm i diameter. Ved at fortynde disse opløsninger i
mili-Q vand, har vi kunne få måleresultater som kunne sammenlignes med den faktiske
diameter.
3.2 Måling af vesikelstørrelser
For at kunne måle den hydrodynamiske størrelse på vores ULV har vi lavet en opstilling,
hvor vi fokuserer en laser ind i prøven og måler på det spredte lys. Den konkrete
opstilling er skitseret i figur 3.1. Elementerne i opstillingen er beskrivet i afsnit 2.4.
Beamets gang kan beskrives som følger.
1. Beamet forlader laseren og er planpolariseret lys med en bølgelængde på 532nm.
24 Eksperimentelt
2. Umiddelbart efter laseren sidder en half-wave plate, som drejer polariseringen af
beamet. Ved at sætte denne half-wave plate på et element der kan roteres, er det
muligt at variere størrelsen af drejningen.
3. Ved at placere en polarizing beamsplitter cube efter denne half-wave plate, sendes
det horisontalt polariserede lys videre mod prøven, mens det vertikalt polariserede
lys sendes ind i en beamblocker, der absorberer lyset. Resultatet er, at vi kan
kontrollere intensiteten af det lys der sendes ind i prøven.
4. Beamet sendes så igennem en almindelig linse med en fokuslængde på 75mm.
5. Prøven sidder i en holder netop 75mm fra denne linse. Erfaring har vist, at beamet
ikke skal være for tæt på kuvettens sider; lyset fokuseres ind midt i prøven. Det
er i vores tilfælde derfor et krav, at kuvetten er fyldt ca. 2/3 op.
6. 90 grader fra beamet sættes et filter op der dæmper intensiteten af det spredte lys
hvorefter det med et optisk fiberkabel sendes videre til photomultiplieren. Filteret
dæmper lyset 100.8 gange.
7. Photomultiplieren sender data videre til autokorrelatoren, som giver os de data,
vi skal bruge for at måle størrelserne. Selve eksperimentet kører over 60 sekunder,
og vi kører straks data igennem et MATLab-program for at finde den hydrody-
namiske størrelse på vesiklerne og for at se, om vi får pålidelige data.
Da polariseringen af beamet ikke betyder noget for resultatet af vores målinger, er
opstillingen med en half-wave plate og polarizing beamsplitter cube kun til stede for at
styre intensiteten. Der er to grunde til dette. Den første er et rent sikkerhedshensyn. Ved
at mindske intensiteten af det lys vi sender mod prøven, mindsker vi også intensiteten
af det lys, der eventuelt bliver reflekteret rundt i lokalet. Derudover er det ganske enkelt
mere behageligt at arbejde med mindre intenst lys.
Den anden grund er detektoren. Da en photomultiplier er et meget følsomt stykke
udstyr, er det hensigtsmæssigt at kunne styre intensiteten. Der kan være stor forskel
på, hvor meget lys prøverne spreder, så vi dæmper lyset, hver gang en ny prøve sættes
i og justerer derfra.
Procedure
For at udelukke fejlkilder og sørge for konsistens i vores målinger, har vi opsat en række
retningslinjer for det eksperimentelle målearbejde. Dette er primært gjort fordi udstyret
kan være ret følsomt. Der skal ikke rykkes meget på opstillingen, før detektoren ikke
opfanger noget signal.
Først og fremmest sørger vi for at teste opstillingen, før vi går i gang med at lave
målinger. Dette gøres ved at lave en måling på en opløsning med nanospheres og med
det samme se, om vi får det resultat, som producenten har opgivet. Der laves en ny
opløsning, hver dag vi laver eksperimenter. Når vi opnår det opgivede resultat af disse
målinger begynder vi at måle på vesikler.
Da holderen til kuvetterne er fastgjort, kan vi udskifte prøverne uden at bekymre os
om, hvorvidt der bliver rykket på opstillingen. Vi sætter de ønskede prøver i holderen
og tager 5 målinger af 60 sekunder, hvor resultaterne noteres undervejs. MATLab-
programmet er sat op så vi med det samme får en graf over det eksponentielle fit
af autokorrelationsfunktionen (jævnfør afsnit 2.3). Eksempler på disse fit kan findes i
kaptitel 4.
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Som med nanospheres-opløsningen laver vi vesikel-opløsningerne umiddelbart inden,
målingerne laves. Vi varierer dog ofte prøvepræpereringen, så det kan variere hvilke
processer prøven har været igennem og hvor lang tid den har stået i køleskab eller
termomixer. Detaljerne er noteret ved hver enkelt prøve. Alle målinger er taget i en
temperaturstyret prøveholder og vi har sat temperaturen til 25◦C eller 298.15K.
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4 Resultater
I dette kapitel vil vi gennemgå resultaterne fra vesikelmålingerne og beskrive den me-
tode, vi har brugt til at behandle data undervejs i det eksperimentelle forløb. Selvom
det primære formål med resultatbehandlingen er at se, hvordan lysis tension afhæn-
ger af vesikelstrukturen, indeholder kapitlet også undersøgelser af andre parametre i
prøvepræpereringen. Vi undersøger, hvordan vesikelstørrelse afhænger af porestørrelse
under ekstrudering og om tilsætning af alkohol efter ekstrudering ændrer på størrelsen
af vesiklerne.
4.1 Databehandling
Vi opsamler data på en computer, der er tilsluttet autokorrelatoren. Dataen kan så
gemmes til en fil, som indeholder intensiteten som funktion af tiden og den tilhørende
autokorrelationsfunktion. Jævnfør afsnit 2.3 er det ikke muligt at generere autokorre-
lationsfunktionen manuelt. Vi laver derfor vores beregninger på baggrund af den gene-
rerede autokorrelationsfunktion.
I Figur 4.1 ses et plot af intensitetshistorik, og i figur 4.2 ses den tilhørende autokor-
relationsfunktion. Begge er taget fra en måling af nanospheres på 101.9nm. På figurerne
ser vi tydligt, at autokorrelationsfunktionen ikke opførerer sig eksponentielt til de korte
tider. Dette har heldigvis ingen virkning på vores resultater, da vi kigger på et system,
hvor vi observerer fluktuationer på en tidskala langsommere end 10−6s (jævnfør afsnit
2.3).
Figur 4.1 Plot af intensitetshistorik fra en måling af 101.9nm nanospheres.
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Figur 4.2 Plot af autokorrelationsfunktion fra en måling af 101.9nm nanospheres.
I praksis er det dog noget vi skal tage højde for, da det ikke er muligt at fitte til
hele datasættet. I vores MATLab-program fitter vi derfor mellem 10−5s og 10−1s. Helt
konkret fitter vi til en funktion med forskriften [1, side 49]
I2(t) = A+B exp(−2t/τ)
hvor vi fitter til B og τ . A kaldes baseline og sættes lig 1, da man i praksis meget
sjældent vil afvige fra denne værdi. Hvis vores baseline afviger meget fra 1, kan det
tyde på et problem med eksperimentet [6] og vi vil derfor umiddelbart se det i autokor-
relationsfunktionen.
Som beskrevet i afsnit 2.3 kan vi ud fra den karakteristiske tid τ finde den hydro-
dynamiske radius af vores vesikler ud fra følgende udtryk:
τ = 1
Dq2
,
hvor
q = 4pin
λ0
sin
(
θ
2
)
og D = kbT6piηRh
.
I beregningerne antager vi alle parametre som konstante, og vi finder derfor Rh direkte.
Disse parametre er opført i tabel 4.1.
Koden til MATLAB-programmet kan findes i Appendiks 1. Da det har været hen-
sigtsmæssigt at kunne lave databehandling umiddelbart efter eksperiment (f.eks. i sam-
menhæng med kalibrering), er programmet skrevet, så det kan tage datafiler fra kor-
relatoren som input og give den hydrodynamiske radius samt den fittede autokorre-
lationsfunktion som output. Vi medtager den fittede graf, da det er en nem måde at
verificere om eksperimentet er gået godt. Eksempel på dette output ses i Figur 4.3.
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Tabel 4.1 Værdier af parametre der indgår i beregningen af vesiklernes hydrodynamiske
størrelse. Disse værdier antages konstante i resultatbehandlingen.
Symbol Navn Værdi
θ Spredningsvinkel 90◦
T Temperatur 298.15 K
λ0 Bølgelængde af laser 532 · 10−9 m
n Brydningsindeks af solvent 1.332
η viskositet af solvent 10−3 kgm·s
Figur 4.3 Plot af data samt fit for en måling af 101.9nm nanospheres. Akserne på plottet er
sat så det er nemt at observere et dårligt fit.
4.2 Resultater for vesikelstørrelser
Der blev foretaget mindst 5 konsekutive målinger af hver prøve. I tabel 4.2 og 4.3
er middelværdierne ± standardafvigelserne for de målte vesikelstørrelser præsenteret.
Mængden af alkohol tilsat står som nalk/nlip, og notationen ”1 til 3” betyder derfor, at
prøven nominelt indeholder tre DMPC-molekyler pr. alkoholmolekyle.
Vi målte også vesikelstørrelse efter ekstrudering med filtre med forskellige porestør-
Tabel 4.2 Alkohol tilsat efter ekstrudering.
Prøve Middelværdi
1 til 15 84.03nm± 0.55nm
1 til 10 86.71nm± 0.65nm
1 til 5 84.74nm± 1.42nm
1 til 3 94.89nm± 1.49nm
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Tabel 4.3 Alkohol tilsat inden ekstrudering.
Prøve Middelværdi
1 til 10 81.57nm± 1.03nm
1 til 5 84.74nm± 0.77nm
1 til 3 95.31nm± 0.32nm
1 til 1 70.57nm± 1.05nm
Tabel 4.4 Ekstrudering med filtre af forskellige porestørrelse.
Porestørrelse (diameter) Middelværdi
50nm 65.92nm± 1.79nm
80nm 59.79nm± 0.63nm
100nm 83.56nm± 1.81nm
Figur 4.4 Alkohol tilsat efter ekstrudering.
relser. Middelværdier ± standardafvigelser er i tabel 4.4.
I figur 4.4, 4.5 og 4.6 findes søjlediagrammer, der viser resultaterne fra tabellerne med
standardafvigelser. Dette giver et bedre overblik over resultaterne og deres spredning. I
begge grafer for prøver med tilsat alkohol er der indsat den fundne værdi for resultatet
uden tilsat alkohol på 83.56nm±1.81nm. Notationen ”1 til 3” på grafen hentyder stadig
til den nominellen værdi af nalk/nlip.
Diskussionen af disse data, samt en diskussion af deres usikkerheder findes i kapitel
5.
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Figur 4.5 Alkohol tilsat inden ekstrudering.
Figur 4.6 Ekstrudering med filtre af forskellig porestørrelse.
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5.1 Diskussion af resultater
Resultaterne af DLS målingerne viser, at de 20 målinger af en ca. 4% w/w DMPC opløs-
ning i milli-q vand giver en gennemsnitsdiameter på 83, 56±1, 81nm. Da vi har benyttet
et filter med porestørrelse på 100 nm under ekstruderingsprocessen, er dette resultat
højest overraskende. Ifølge modellen af Patty og Frisken [24] for ekstruderingsprocessen
er dette ikke muligt, da et filter ikke kan bryde vesiklerne op til mindre størrelse, end
porestørrelsen de presses igennem. Hvis resultatet skulle være faktuelt, ville det kræve,
at vesiklerne inden ekstrudering var under 100nm i diameter, så de kunne komme gen-
nem filteret uden at gå i stykker. Dette er dog ikke tilfældet, da vi starter med store
MLV. Tidligere forsøg med ekstrudering af MLV gennem 100nm filtre har kun givet
vesikelstørrelser over 100nm [24] [5] [9].
Samtlige målinger på de forskellige vesikelopløsninger med/uden alkohol gav en gen-
nemsnitlig diameter under 100nm. Det tyder derfor på en eller flere systematiske fejl ved
forsøgsopstillingen eller metoden, men ikke nødvendigvis på fejl målingerne imellem. En
nærmere diskussion af fejlkilder og forsøgsdesignet findes senere i diskussionsafsnittet.
Vi foretog målinger af vesikler uden alkohol, der var presset igennem hhv. 50 og
80nm filtre. Vi havde en forventning om, at den gennemsnitlige vesikelstørrelse ville
falde med porestørrelsen på de benyttede filtre. Vores resultater viser, at begge filtre på
50 og 80nm giver mindre vesikler end ved 100nm filtre, men indbyrdes er der ikke det
forventede forhold. Prøven der blev ekstruderet med 50nm filter giver større vesikler
end prøven, der blev ekstruderet med 80nm filter.
Ved målinger af ULV tilsat alkohol efter ekstrudering ses det, at der ved lave koncen-
trationer af alkohol er overlap mellem resultaterne for diameteren (± standard afvigelse)
og resultatet (±standard afvigelse) for vesikler uden tilsat alkohol. For prøven der no-
minelt er 1/10 alkohol/lipid, afviger resultatet ± standard afvigelse dog fra prøven uden
alkohol, men da dette er med under 1 nm, og de generelle usikkerheder i forbindelse
med forsøget må antages at være større (se diskussion af dette nedenfor), antager vi, at
denne 1/10-prøve ikke er forskellig fra prøven uden alkohol.
Ved lave koncentrationer af alkohol tilsat inden ekstrudering ses lignende resultater.
Der er små variationer mellem resultaterne for prøverne tilsat alkohol før og efter ekstr-
udering, men dette vurderes ikke at være signifikant, da ingen af prøverne er forskellige
fra prøven uden alkohol.
For prøverne med nalk/nlip = 1/3 ser vi et andet billede. For begge prøver med
nalk/nlip = 1/3 er den gennemsnitlige diameter ca. 95nm, hvilket er markant højere end
resten af prøverne. Vi havde forventet, at der ved tilsætning af alkohol inden ekstr-
udering ville kunne observeres ændringer i vesikelstørrelsen, da vi antager, at alkohol
ændrer brudstyrken af vesiklens membraner. Denne ændring ses som nævnt først ved
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nalk/nlip = 1/3, men vi havde forventet, at vesiklerne blev mindre og ikke større ved til-
sætning af alkohol. Prøven nalk/nlip = 1 viser en tydeligt lavere diameter (70, 57nm) end
vesiklerne uden tilsat alkohol. Dette var mere forventet, hvis man tager udgangspunkt
i modellen fra Patty og Frisken [24], hvor en lavere brudstyrke skal føre til mindre ve-
sikler. Men siden nalk/nlip = 1/3 giver større vesikler, er det svært at konkluderer noget
endeligt om alkoholens indflydelse på vesiklernes størrelse. Det kan dog siges med god
sikkerhed, at der sker ændringer i vesiklerne ved tilsætning af højere koncentrationer af
alkohol inden ekstrudering.
Resultatet på de ca. 95nm for prøven med nalk/nlip = 1/3 kunne tyde på, at alkohol
i højere koncentrationer har stor indflydelse på membranstørrelsen, selv når det bliver
tilsat efter ekstruderingen. Dette står dog i kontrast til resultatet af Suurkuusk og
Singh [31], der ligeledes undersøger DMPC og hexanol. De finder, at der ikke sker
forandringer i størrelsen af DMPC vesiklerne ved tilsætning af hexanol i området mellem
nalk/nlip = 0.08 og nalk/nlip = 0.35. Den største ratio alkohol/lipid vi har tilsat er (jf. tabel
3.3) 0.26, hvilket er inden for samme område som Suurkuusk og Singh [31] benyttede.
Vores resultater er derfor heller ikke her entydige med litteraturen på området.
Hvad der konkret sker ved tilsætning af alkohol i højere koncentrationer er ikke ligetil
at svare på. Der findes meget litteratur, der beskæftiger sig med at beskrive interaktio-
nen mellem alkoholer og membraner, og det er ikke indenfor rammerne af dette projekt
at gå i dybden med dette. Det er imidlertid tydeligt, at vores resultater ikke er konsi-
stente med forventningen om omvendt proportionalitet mellem alkoholkoncentration i
membranen inden ekstrudering og gennemsnitlig ULV størrelse efter ekstrudering. Vi
kan dog ikke på baggrund af vores resultater af/bekræfte Patty og Friskens [24] model
for ekstruderingsprocessen. Vi har fra start antaget, at brudstyrken af membranerne
havde en sammenhæng med koncentrationen af alkohol deri. Vores resultater giver ik-
ke anledning til, at vi udelukker en sammenhæng, men vi kan heller ikke finde nogen
simpel sådan. Det kan tænkes, at der ikke er en simpel sammenhæng mellem hexanol i
membranen og vesiklernes endelige størrelse. En anden og måske mere plausibel forkla-
ring kan være, at vores prøvepræpereringsprocess og forsøgsdesign har været præcist
og godt nok til at kortlægge en eventuel sammenhæng.
5.2 Diskussion af fejlkilder og overordnede problemer i forsøgsdesignet
Vores forsøgsopstilling og prøvepræperering er sket med fokus på at minimere fejl og
usikkerheder ved at gentage samme procedure for hver prøve. Målingerne er resultatet
af en relativt lang proces, og der er derfor flere steder, hvor fejl og usikkerheder kan
have optræde, på trods af vores forsøg på at undgå dem.
Kronologisk set starter forsøget med prøvepræpereringen. Der er i den forbindelse de
”normale” fejlkilder som måleusikkerheder på bl.a. vægten, risiko for fordampning/spild
under afvejning og påfyldning, risiko for støv og andre fremmedlegemer i prøverne og
eventuelt fejl/usikkerhed i udstyr. Selve ekstruderingsprocessen er foregået på samme
måde hver gang, men det kan ikke udelukkes, at små forskelle i vesikelkoncentrationen
kan have betydning, omend disse forskelle var små. I et par tilfælde med prøver der var
tilsat alkohol inden ekstrudering, var mængden, der blev ekstruderet meget lille. Det
vides ikke om dette har nogen betydning for vesiklernes endelige størrelse. I forbindelse
med tilsætning af alkohol var det for nogle prøver meget små mængder alkohol, der
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skulle tilsættes, og det var den sidste decimal på vægten, der blev aflæst. De små
mængder giver en stor relativ måleusikkerhed, og en mere nøjagtig vægt havde været
at foretrække. Derudover kunne vi med fordel have målt filtrenes nøjagtige porestørrelse,
da denne ikke altid er ens med den oplyste [5].
Partitionering af alkohol
I forbindelse med prøvepræpereringen benyttede vi en i litteraturen fundet partitione-
ringskonstant [31] til at vurdere, hvor meget alkohol der rent faktisk var i membranen.
Vi benyttede en værdi, der var bestemt ved 40◦C, da dette var ekstruderingstempe-
raturen. Det er altså den mængde alkohol, der var i membranen, da prøverne blev
ekstruderet, vi udregnede. Dette er selvfølgelig kun vigtigt for de prøver, der fik tilsat
alkohol inden ekstrudering. For prøverne der fik tilsat alkohol efter ekstrudering, er det
temperaturen, vi målte ved, der er vigtig at kende. Det er nemlig denne temperatur,
der bestemmer, hvor meget alkohol, der er i membranen ved måletidspunktet. Det er
også denne temperatur, der bestemmer, hvor meget alkohol, der er i membranen på
prøverne, der fik tilsat alkohol inden ekstrudering, men for disse er det temperaturen
under ekstrudering, der er vigtig. Dette forudsætter naturligvis, at mængden af alkohol
i membranen ved måletemperaturen ikke påvirker den størrelse, vesiklerne fik under
ekstruderingen. Denne antagelse har vi gjort, da [31] som nævnt viste, at alkohol ikke
påvirker vesikelstørrelsen ved nalk/nlip = 0.08− 0.35. Vores resultat viser muligvis noget
andet, og i så fald ville antagelsen være ukorrekt, og målingerne for vesiklerne med
alkohol tilsat inden ekstrudering være forkerte.
Vores forsøgsopstilling krævede, at der skulle bruges ca. 2ml opløsning til hver må-
ling. Vi opløste derfor vesikelopløsningerne 1/10 før måling. Dette ændrer på, hvor al-
koholen partitionerer sig, da lipid/vand vægtprocenten ændres. Dette er, hvis vi holder
fast i føromtalte antagelse, ikke væsentligt for prøverne, der fik tilsat alkohol inden ek-
strudering, men for prøverne tilsat alkohol efter ekstrudering er det afgørende, da vi
prøver at måle på, om forskellige koncentrationer af alkohol giver forskellige vesikelstør-
relser. Det er altså både en forkert værdi af partitioneringskonstanten, og lipid/vand
vægtprocenten, der bliver brugt til at regne faktoren p ud (for prøverne tilsat alkohol
efter ekstrudering) i det kapitel 3. I tabel 5.1 er der lavet nye udregninger af nalk/nlip,
hvor der er benyttet den korrekte vægtprocent og den korrekte partitioneringskonstant
ved 25◦C fra [31].
Det ses i tabel 5.1, at de korregerede værdier for nalk/nlip er meget små. Selv for
den højeste koncentration af alkohol er kun ca. 6 ud af 100 molekyler i membranen
alkohol. Det er derfor meget overraskende, at der ses en ændring i vesikelstørrelsen ved
tilsætning af alkohol efter ekstruderingen. Dette forstærker mistanken om systematiske
fejl i målingerne.
Multilamellaritet - centrifugering - freeze/thaw
Vi antager gennem hele forsøget, at vi frembringer relativt monodisperse ULV ved
ekstruderingsprocessen. Vi har ikke målt, om denne antagelse er sand, og vi har ikke
gjort mere for at fjerne eventuelle tilbageblivende MLV. Mayer et al.[17] viste, at man
med en fryse/tø procedure kan mindske multilamellariteten af en vesikelopløsning. Inden
ekstrudering fryses opløsningen i flydende nitrogen, for derefter at blive tøet i et varmt
vandbad og roteret ved høj hastighed. Proceduren gentages flere gange.
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Tabel 5.1 Beregning af na/nl ved T = 25◦C og ny vægtprocent
Først antagede værdi for na/nl Korregerede værdi efter partitionering
0,3125 0,059197
0,200803 0,037737
0,0998 0,018755
0,06605 0,012413
Det har vist sig, at centrifugering af den ekstruderede prøve giver en mere unila-
mellar opløsning [26]. Centrifugering ved 100000g i 20 minutter ved 10◦C giver et hvidt
bundfald, der primært er de tungere MLV. Den øverste del af prøven tages fra, og denne
indeholder meget færre MLV end før [26].
Vi har i vores forsøgsgang ikke benyttet os af nogen af disse metoder, selvom disse
oprensningsmetoder antyder, at ekstruderingsprocessen alene ikke er nok til at fjerne
alle MLV. Dette er en klar fejlkilde i vores forsøg, da vi prøver at måle størrelsen af
ULV. Vi kunne med fordel have målt graden af MLV i den ekstruderede opløsning for
at be- eller afkræfte, om vores antagelse af monodisperse ULV var korrekt.
Forsøgsopstilling og målinger
Næste sted, der kan forekomme fejl/usikkerheder er i forsøgsopstillingen og kallibrerin-
gen af denne. Vi selv har opsat alle elementerne i forsøgsopstillingen og forsøgt at få
alting til at stå korrekt. Vi har tjekket laserbeamets vej gennem opstillingen og justeret
hver enkelt komponent, så de stod korrekt. Det har været svært at sikre en optimal
forsøgsopstilling, da hvert enkelt element kan indstilles i 3 dimensioner, og alle kom-
ponenter skal stå korrekt i forhold til hinanden og til helheden. Vi har ikke haft mere
nøjagtigt udstyr til rådighed til at indstille komponenterne, og det har således været
meget svært at vide, hvornår opstillingen var så god som muligt.
Til at tjekke om forsøgsopstillingen var god nok, har vi målt størrelsen på opløste
silica nanokogler med kendt radius. Vi har, under gentagne målinger af disse, indstillet
på komponenterne i forsøgsopstillingen til vi fandt den radius af nanospheres, som
producenten havde opgivet. Et problem ved denne fremgangsmåde er, at flere målinger
i træk uden ændring i opstillingen kunne give interval på mindst 5 % af kuglernes
diameter. Det lykkedes os aldrig at opnå den kendte størrelse præcist mange målinger i
træk. Vi prøvede at kalibrere med flere forskellige størrelser af silica nanospheres, men
det lykkedes aldrig at ramme nøjagtigt på andre end dem producenten havde opgivet
til en diameter på 101.9nm. Vi har ikke kunne finde nogen fyldestgørende forklaring på
denne manglende konsistens i målingerne af nanospheres.
Vi har i sidste ende valgt at godtage forsøgsopstillingen, når vi, ved måling af na-
nospheres på 101.9nm, fandt en diameter, der var 101.9± 5nm. Dette giver selvfølgelig
anledning til en stor systematisk fejlkilde, da vi ved samme opstilling ikke kunne ram-
me andre kendte størrelser af opløste nanospheres, samtidig med at vi sjældent ramte
101,9 nm præcist. En sådan systematisk fejl, kan være det der er anledningen til, at alle
målte vesikelstørrelser, mod forventning, var under 100nm. Der blev ikke indstillet på
forsøgsopstillingen mellem målingerne af de forskellige vesikelopløsninger, hvorfor disse
indbyrdes ikke burde være forkerte, men det er svært at vide om denne systematiske
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fejl påvirker alle opløsningerne ens. Det kunne tænkes, at resultatet for opløsninger med
større vesikler blev påvirket mere/mindre end for mindre vesikler.
En stor udfordring for fremtidige eksperimenter er at finindstille forsøgsopstillingen,
så man finder det rigtige resultat for alle kendte størrelser, samt at sørge for at minimere
afvigelsen mellem gentagne ens målinger på samme prøve.
Da vi målte størrelsen på vesiklerne i opløsning, ændrede vi, som nævnt, ikke på
forsøgsopstillingen. Vi burde derfor i princippet have kontrol over alle parametre til
udregning af vesiklernes hydrodynamiske radius. De eneste to parametre, der kan va-
riere er temperaturen og vinklen vi måler lysspredningen i. Disse kontrollerer vi med
en temperaturreguleret prøveholder, der gør at prøven står samme sted hver gang og
har den ønskede temperatur. Alle målinger burde derfor have ens parametre. Der er
imidlertid usikkerhed på begge disse parametre. Vi har ikke kunne kontrollere den fak-
tiske temperatur af prøven under målingerne, og selvom der er en prøveholder, kunne
kuvetterne (med opløsningerne i)rykkes en lille smule på grund af parafilmen på toppen
af dem. Det var derfor næsten umuligt at sætte dem helt ens hver gang. Vi observerede
også, at intensiteten af det spredte lys varierede meget kraftigt, når vi tog en prøve
op, roterede den 90◦ og satte den tilbage igen. Dette kunne skyldes, at den ikke stod
på nøjagtig samme sted og derfor ikke havde nøjagtig samme vinkel til laserbeamet.
Vi kunne dog ikke se nogen forskel i de fundne radier ved en rotation af kuvetten. Vi
vurderer, at forskelle i placering af prøven højst kan være af størrelsesordenen 1◦.
Temperaturen blev sat til 25◦C, men vi kontrollerede ikke prøvens temperatur under
målingerne, hvilket også ville have været meget vanskeligt at gøre uden at influere
måling af det spredte lys. Rummets temperatur var omkring 22 - 23◦C, og det er derfor
kun en lille ændring, der skulle kontrolleres. Vi kan derfor sige, at usikkerheden på
temperaturen højst er 2 - 3◦C
Ved at omskrive de formler vi udregner Rh fra, kan vi finde hvordan disse usikker-
heder vil indvirke på den samlede radius. Jævnfør kapitel 4 har vi:
τ = 1
Dq2
, q = 4pin
λ0
sin
(
θ
2
)
og D = kbT6piηRh
.
Skrives disse sammen får vi at Rh er direkte givet ved
Rh =
kbTτ
(
2pin
λ0
)2
sin2
(
θ
2
)
6piη .
Hvis temperaturen varierer med 3◦C vil vi derfor få en afvigelse på
301.15◦K − 298.15◦K
298.15◦K ' 1%
og ligeledes hvis spredningsvinklen varierer med 1◦ får vi
sin2(45.5◦)− sin2(45◦)
sin2(45.5◦)
' 1.7%.
Disse usikkerheder er derfor ikke store nok til at kunne forklare de problemer vi har
haft i eksperimenterne.
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6 Perspektivering
Dette afsnit har til formål at diskutere nogle af de oplevelser og vanskeligheder vi
har haft med det eksperiementelle arbejde i projektet. Baggrunden for dette er, at
videregive de erfaringer, vi har haft med at lave dynamisk lysspredning. Undervejs i
forløbet er vi stødt ind i en lang række resultater som vi ikke har været i stand til at
forklare. Litteraturen kan godt have det med at præsentere målinger af ULV som en
standardopgave, mens vores erfaringer siger, at det godt kan kræve en del arbejde at
kunne få noget menigsfuldt ud af forsøget.
6.1 Dynamisk Lysspredning
I vores forsøg har vi holdt alle parametre (jævnfør tabel 4.1 i kapitel 4) konstante i
beregningen af den hydrodynamiske radius Rh. Dette er en rimelig antagelse (jævnfør
kapitel 5) da temperaturen T og spredningsvinkel θ ikke vil ændre betydeligt på re-
sultatet. Det er dog muligt at justere disse paramtre. Der er selfølgelig nogle praktiske
udfordringer med hensyn til at styre temperaturen og spredningsvinklen, men vi vur-
derer, at det kan være nyttigt at undersøge betydningen af disse parametre. Det vil
ikke kun bekræfte den teori, vi tager i brug, men samtidig give en bedre idé om, hvilke
usikkerheder der eventuelt kan have betydning for eksperimentet. Ligeledes er det nemt
at variere λ0, hvis man har en alternativ laser til rådighed. På den måde kan man også
undersøge, om kvaliteten af den laser man bruger har nogen indflydelse på resultatet.
Undervejs i processen har vi justeret på elementerne i det eksperimentelle setup.
Det kan være godt at få noget træning i at sætte det hele op fra bunden. På den måde
kan man udelukke fejlkilder i forbindelse med montering af de forskellige elementer.
Vi anbefaler på denne baggrund, at man bruger noget tid på at blive tryg med
det eksperimentelle setup. Målingerne kan eksempelvis foretages på nanospheres af for-
skellige størrelser, hvor temperaturen justeres i små skridt for at se, om det giver en
systematisk afvigelse. Der ligger naturligvis meget arbejde i at arbejde med disse para-
metre, men vi vurderer, at det kan være nødvendigt at bruge kræfter på en kalibrering
af eksperiementet.
Da vi har et eksperiment, der tager 60s, og hvor det er hurtigt at skifte kuvetten
ud, er det forholdsvist nemt at lave mange målinger, når man først har sikkerhed om-
kring de ovenstående parametre. Undervejs har vi lavet overvejelser omkring kemien i
vesikler, som måske simpelthen hænger sammen med fejlkilder i målingerne. Disse over-
vejleser kunne have været mere kvalificerede, hvis der havde været sikkerhed omkring
eksperimentet.
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6.2 Prøvepræperering
Når man laver dynamisk lysspredning, er der nogle begrænsninger man skal være op-
mærksom på, når prøverne klargøres. Da man typisk vil arbejde med en holder, hvor
prøverne nemt kan udskiftes, vil man arbejde med kuvetter af en standardstørrelse. I
vores tilfælde har vi lavet eksperimenter med en 4ml kuvette, hvor det var nødvendigt
at fylde den ca. 1/2 op for at kunne definere vores spredsningsvolumen ordentligt.
Fortyndingen af prøven kan have betydning for resultaterne. Typisk er vores prøver
lavet i små mængder, så det har været nødvendigt at fortynde dem. I nogle tilfælde har
det resulteret i dårligt signal og/eller dårlige resultater.
Målinger af nanopsheres er ikke umiddelbart påvirket af fortyndningen, så i det til-
fælde, kan man eksperimentere med opløsningen, indtil eksperimentet giver et ordentligt
signal. Når vi arbejder med vesikler, der har hexanol i membranen, har fortyndingen
en direkte effekt på, hvor meget alkohol der vil sidde i membranen. Man skal derfor
grundigt overveje, hvordan disse prøver klargøres.
6.3 Generelle oplevelser med eksperimentet
På trods af ovenstående er der bestemt elementer i forsøget der tyder på at det kan være
pålideligt at arbejde med. Generelt har vi været i stand til at reproducere prøver og få
konsistente værdier af Rh indenfor et par nanometer. Dette er sket på trods af at vi
har genjusteret vores setup, brugt forskellige kuvetter og målt prøverne ved forskellige
fortyndinger.
Endvidere har inkonsistente måleresultater ofte afspejlet sig i et dårligt fit af au-
tokorrelationsfunktionen. Ved at lave databehandling umiddelbart efter forsøget, kan
vi fange disse fejl med det samme ved at kigge på fittet i forhold til data.
Denne konsistens i data kan derfor være en indikation af, at metoden er velegnet til
vores eksperimenter, men samtidig understreger det også nødvendigheden af et velde-
signet setup.
7 Konklusion
Vi har i denne rapport undersøgt hexanols indflydelse på størrelsen af ULV af DMPC
med DLS. Vi har undersøgt, hvordan hexanol påvirkede størrelsen af ULV når det blev
tilsat DMPC vesiklerne før og efter ekstrudering. Vores formodning var, at tilsætning
af hexanol ville ændre lysis tension af DMPC membranerne, hvilket ifølge en model
for ekstruderingsprocessen af Patty og Frisken [24] ville betyde ændring i størrelsen af
ULV.
Der blev udført målinger på ULV med forskellige koncentrationer af hexanol til-
sat. Alle målinger gav et resultat, der var under den porestørrelse vi benyttede under
ekstruderingen, hvilket ikke burde kunne lade sig gøre. Systematiske fejl i prøvepræpe-
reringen og forsøgsopstillingen menes at være årsag til dette. Vi har ikke været i stand
til at bestemme eventuelle systematiske fejl nærmere.
Vi fandt, at alkohol tilsat efter ekstrudering ikke gav nogen ændring i vesikelstør-
relsen. En måling afveg fra dette, men det formodes, at fejl har spillet ind på denne
måling. Alkohol i mindre koncentrrationer tilsat før ekstruderingen viste sig ikke at
have nogen effekt, mens alkohol i højere koncentrationer gav en ændring. Ændringerne
var dog ikke sammenhængende, og de modsagde hinanden. Det konkluderes, at alkohol
i højere koncentrationer tilsat inden ekstrudering muligvis har en effekt på vesikelstør-
relsen af ULV, men denne skal undersøges nærmere. Vi kan med vores resultater ikke
konkludere noget om modellen af Patty og Frisken [24].
Dette projekts store svaghed har været manglen på præcision i forsøgsopstillingen
samt mangel på konsistens i målingerne. Der har i forbindelse med det eksperimentelle
arbejde været rigtig mange fejlkilder, og det lykkedes aldrig at indstille forsøgsopstil-
lingen korrekt nok til at lave konsistente målinger. Det anbefales, at der ved videre
undersøgelser med DLS på RUC af vesikler e.l. skal lægges vægt på at minimere fejl-
kilder og forbedre forsøgsopstillingen/forsøgsgangen.
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Appendiks 1
Her følger den MatLab-kode vi har brugt til databehandling.
Listing 7.1 Databehandling
1 % kons tanter
2 r e f r a c t i v e_ index = 1 . 3 3 2 ;
3 laser_wavelength = 532 .0 e−9;
4 ang l e = 90 . 0 ;
5 v i s c o s i t y = 1e−3;
6 temperature = 25 .0 + 273 . 1 5 ;
7 b a s e l i n e = 1 . 0 ;
8 k_b = 1.381 e−23;
9 q = ( ( 4 . 0 ∗ p i ∗ r e f r a c t i v e_ index ) / laser_wavelength ) ∗ s i n ( ( ang l e /2 . 0 ) ∗
( p i /180 .0 ) ) ;
10
11 % importer data ( igennem importdata funkt ionen ) . Kan g i v e noget bøv l i
ældre udgaver a f MatLAB.
12 fi le_name = ’ f i l ename . SIN ’ ;
13
14 S = importdata ( f i le_name ) ;
15 x = S . data ( : , 1 ) ;
16 y = S . data ( : , 2 ) ;
17
18 % f i t inden fo r x=1e−5 og x=1e1 , træk data ud
19 f i r s t_ found = f a l s e ;
20 last_found = f a l s e ;
21
22 f o r i =1: l e n g t h ( x )
23 i f x ( i ) > 1e−5 & not ( f i r s t_ found )
24 f i r s t_ found = true ;
25 f i r s t_ index = i ;
26 end
27
28 i f x ( i ) > 1e−1 & not ( last_found )
29 last_found = true ;
30 last_index = i ;
31 end
32 end
33
34 x_f i t = x ( f i r s t_ index : las t_index ) ;
35 y_f i t = y ( f i r s t_ index : las t_index ) ;
36
37 % Fit data ud f ra x_ f i t og y_f i t
38 i n i t i a l_p a r s = [−4000; 0 . 5 ] ;
39 opt ions=opt imset ( ’ Display ’ , ’ o f f ’ ) ;
40 [ Estimates , Eval ] = fminsearch ( @corr_function , i n i t i a l_pa r s , opt ions , x_fit ,
y_f i t ) ;
41
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42 A = Estimates (1 ) ;
43 B = Estimates (2 ) ;
44 co r r e l a t i on_t ime = −1. / B;
45 D = − B /(2∗q . ^2 ) ;
46 R_n = (k_b ∗ temperature ) / ( 6 . 0 ∗ p i ∗ v i s c o s i t y ∗ D) ;
47
48 % smid data ud t i l kommandolinjen
49 f p r i n t f (1 , ’ \n−−−−−−−−␣DATA␣−−−−−−−−\n ’ )
50 f p r i n t f (1 , ’ Radius : ␣%3.3fnm\n ’ ,R_n∗10^9)
51 f p r i n t f (1 , ’ Diameter : ␣%3.3fnm\n ’ ,R_n∗2∗10^9)
52 f p r i n t f (1 , ’−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−\n ’ )
53
54 % p l o t
55 s em i l o gx (x , y , ’ r . ’ )
56 ho ld on
57 s em i l o gx (x , 1 + Estimates (1 ) ∗ exp ( Est imates (2 ) ∗x ) , ’b− ’ )
58 % er sa t l i d t h a l v t i l f æ l d i g t , men b l i v e r ok pænt
59 a x i s ( [ 1 e−5 1e−3 0 .95 A+1+0.05])
60 t e x t (1 e−4, A+1, s t r c a t ( ’ Diameter : ␣ ’ , num2str (R_n∗2 e9 ) ) , ’ FontSize ’ , 14)
61 ho ld o f f
Listing 7.2 Fit
1 f u n c t i o n s s e = corr_funct ion ( params , Input , Actual_Output )
2 A=params (1) ;
3 B=params (2 ) ;
4 Fitted_Curve = 1 + A.∗ exp (B∗ Input ) ;
5 % Vi minimerer funkt ionen der har den kvadrerede f e j l som output
6 Error_Vector=Fitted_Curve − Actual_Output ;
7 s s e = sum ( Error_Vector . ^ 2 ) ;
